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血管内皮細胞は血流・血圧のせん断応力や静水圧のストレスに応じて small GTPase family
の Rho/Rac/Cdc42 の活性を調節し、細胞骨格のリモデリングを起こしてストレスに耐えやす
いように再配向する 2。また、未分化の間葉系細胞は、周囲のマトリックスの硬さを認識し







が多い。細胞間接着型のセンサーは Pecam-1 や α-Catenin、細胞―基質間型は p130Cas や









の non-coding RNA (ncRNA)の存在があぶり出された。その ncRNA の一つが miR である。
RNAポリメラーゼⅡによってゲノムから転写された primary miR は、Droshaや Dicerによる
プロセシングを受けて、長さ 20-25 塩基程度の成熟型 miR になる 8。成熟型 miR は Argonaute 
(AGO1, AGO2) や TRBP と複合体を形成し、RISC (RNA-induced silencing complex) に取り込
まれる。miR の 2塩基から 8 塩基目の 7塩基はシード配列とよばれ、この配列が標的 mRNA
の 3’- untranslated region (UTR) の配列と結合して、分解あるいは蛋白への翻訳を抑制する 9。
このようにして miR は、転写後調節による遺伝子の発現抑制効果を発揮し、様々な生命現
象を精密に制御している。また近年は miR が標的の抑制のみでなく、活性化させる機能を
もつことや、標的 RNA の 3’UTR だけでなく 5’UTR にも結合しうることが報告され、ます
ます miR ワールドは拡大している 10。特に miR はヒトの病態発生に深く関わることが見出
されて精力的に研究されており、例えば癌研究領域においては、miR の機能を調節すると腫
瘍形成が抑えられるなど臨床的に重要な知見が多く得られている 11, 12。さらに最近は miR
がエキソソームに取り込まれて細胞外に分泌され、ホルモンのように臓器間のコミュニケ











































た。例えば、心臓の拍動に必要な cardiac troponin T2 (tnnt2) を欠損したゼブラフィッシュ変













ると一方向性の流れが維持できなくなり、房室 (atrioventricular; AV) 境界で血液の一部が逆







シュの心臓弁形成領域に生じる血液の逆流が、弁特異的に転写因子 kruppel-like factor 2a 
(klf2a) の発現を誘導して弁形成を制御していることが近年報告されている 27。本研究は力
刺激と心臓弁形成を統合する因子の同定と機能解析を目的としている。 




現上昇し 29、圧負荷が強まったマウス心臓では miR-21など複数の miR の発現が大きく変動
する 30。このことから、心拍や血流による力刺激に miR が応答して心臓形成に関与するこ
とが想定された。Wienholdsらは、ゼブラフィッシュのmiRsの発現パターンを網羅的に in situ 
hybridization によって解析した 31。その報告より、ゼブラフィッシュの心臓弁特異的に発現
する miR をいくつか見出し、その一つである miR-21に着目した。 
miR-21 は悪性腫瘍に高発現しており、癌領域ではその機能解析が盛んになされている。
miR-21は癌抑制因子 ( PDCD4、PTEN、SPRY2など) の翻訳を直接抑制し、癌細胞の増殖や
悪性化を促進させる oncomiR として認知されている 32。実際、肺癌モデルマウスにおいて
















ゼブラフィッシュの心臓弁形成は受精後 24時間 (24 hour-post fertilization; 24 hpf ) ごろから
開始する 37。36 hpfには規則正しく同調した心拍と血流が確立するが、miR-21の発現はこの
発生段階の AV 境界の心内皮細胞に認められるようになる (Fig.1a)。48 hpfになるとこの AV




し (Fig.1e)、生後 1年以上の成魚でも流出路弁、房室弁に発現していた (それぞれ Fig.1f,g)。




 ゼブラフィッシュ miR-21 は心臓の弁形成領域に発現していた。これらの領域は心臓の狭
窄した部位であり、血流のせん断応力が強く負荷されていると想定できる。それゆえ、miR-21
の発現が血流によって調節されていると考えられた。この仮説の検証のため、心拍動に必
要な tnnt2 に対するアンチセンスモルフォリーノ (MO) を胚にインジェクションして発生
期から心臓の拍動を停止させた 19。ゼブラフィッシュ胚は血流が停止していても、経皮的に
酸素を取り込み、栄養も卵黄嚢から受動拡散するため、受精後 1 週間程度は生存できる。
正常の野生型胚 (wild type; WT)で見られる弁特異的なmiR-21の発現が、tnnt2 morphant (tnnt2 
MO) の心臓では 48 hpf、72 hpfいずれにおいても観察されなかった (Fig.2a-d)。 
 その一方で tnnt2 MO は心筋および内皮構造の低形成など、心臓全体の形成異常が見られ
る。tnnt2 MO 心臓弁の miR-21の発現消失の要因が、血流の減退に依るものではなく、これ
ら心臓構造の異常による二次的な影響でないことを示すため、薬剤を用いた心停止実験を
試みた。ミオシン ATPase特異的阻害剤である 2,3-butanedione monoxime (BDM) を飼育水に
添加、除去することで可逆的に心拍を停止、再開させることができる 38。72 hpfから 84 hpf
までBDMで 12時間心拍を抑止すると、miR-21の発現は消失した (Fig.2e)。60 hpfから 72 hpf
まで拍動を止めた場合も同様の結果となった (Fig.2f)。また、60-72 hpfの心拍停止の後、BDM
を洗い流して通常の飼育水に置換して心拍を再開させた。すると拍動再開後わずか 1 時間





ムから初期に転写された primary miR-21 (pri-miR-21) の発現パターンを調べた。ゼブラフィ
ッシュは異なる 2 つの染色体座に、それぞれ miR-21-1 と miR-21-2 を持つ。pri-miR-21-1 に
対するプローブを作成して in situ hybridizationを行ったところ、成熟型miR-21と同様、72 hpf
においてAV境界の心内皮細胞特異的な発現が確認できた (Fig.2h,i)。心拍を欠いた tnnt2 MO
では pri-miR-21-1 は発現していなかった (Fig.2j)。また、BDM 処理による心拍停止で
pri-miR-21-1の発現は消失し (72-84 hpfが Fig.2k、60-72 hpfが Fig.2l)、心拍再開後 1時間で
の発現回復も認められた (Fig.2m)。これらのことから pri-miR-21-1の転写の段階が心拍に依
存し、かつその応答は非常に迅速であることが判明した。 
Fig.1 ゼブラフィッシュ心臓弁における miR-21 の発現パターン 
(a) 心拍と血流が同調する 36 hpfで、miR-21は AV 境界の心内皮細胞で発現を開始する(赤矢頭)。A; (atrium 
心房)、V; (ventricle 心室)、黄点線が心臓の概形。(b) 48 hpfでは流出路の内皮細胞にも発現する (緑矢頭)。
OFT; (outflow tract 流出路)。(c,d) 同様の発現パターンは 72 hpfでも認められる。切片を観察すると、miR-21
の発現が心筋でなく心内皮のみに特異的に発現していることが分かる。(e) 120 hpfでも同様である。(f,g) 生
後 1年以上の成魚でも OFT (fの緑矢頭)、AV 境界 (gの赤矢頭) で miR-21の発現が認められた。赤点線が





(a,c) 48 hpfと 72 hpfにおける通常の miR-21発現パターン。OFTが緑矢頭、AV 境界が赤矢頭。黒点線が心
臓の概形。(b,d) tnnt2MOでは miR-21は発現しない。(e-g) 12時間の心拍停止 (eが 72-84 hpf、fが 60-72 hpf) 
で miR-21の発現は消失し、血流再開後 1時間で発現が回復した (g)。(h-m) pri-miR-21-1の発現も弁特異的
であった (ホールマウントが h、切片が i)。tnnt2MO では pri-miR-21-1 は発現しない (j)。12 時間の心拍停
止 (kが 72-84 hpf、lが 60-72 hpf)で pri-miR-21-1の発現も消失し、心拍再開 1時間で発現が回復した (m)。














Fig.3 血液粘性と逆行流が miR-21の発現に与える影響 
(a) 48 hpfにおける通常の miR-21の発現。AV境界が赤矢頭。(b) gata1 MOではmiR-21の発現は変化しない。
(c) 一方で gata2 MOでは miR-21の発現は消失した。(d,e) klf2a MOおよび tbx2b MOでは miR-21のシグナ








する手法として gata1 のノックダウンが挙げられる。gata1 MO は血球細胞が形成されずに
血液粘性が通常の 10%にまで低下する 39。gata1 MO でも弁形成は正常に進行することから、
血液粘性が弁形成に重要でないと判断できるが、この時 miR-21 および klf2a の発現は WT
と差が無かった (Fig.3a,b)。一方で、逆行流を操作する手法として gata2 のノックダウンが








弁形成に必須の因子として T-box gene 2b (tbx2b)が知られているが 41、tbx2bノックダウン胚
でも miR-21 の発現に変化はなかったことから (Fig.3e)、tbx2b と miR-21 もまた、独立の関
係であると言える。様々な MO に対する miR-21 と klf2a の発現量変化は qRT-PCR でも定量
され、in situ hybridization の結果と一致することが確かめられた (Fig.3f)。 
 ２つ目の、流れの強度が miR-21 の発現に重要であるという仮説を検証するため、ゼブラ
フィッシュ胚にアドレナリン処理を行い、心拍数を上昇させて末梢血管を収縮させた。こ
の処理によって血管内皮細胞に負荷されるせん断応力を強めることができると考えた。胚
を 2mMアドレナリンで 90分間 (50-51.5 hpf) 処理すると、弁での pri-miR-21-1の発現は通
常よりやや強まった (Fig.4a,b)。血球細胞を欠いた gata1 MO でもアドレナリン存在下で
pri-miR-21-1の発現が強まった (Fig.4c,d)。また、血流の無い tnnt2 MOではアドレナリン存
在下でも pri-miR-21-1は心臓で発現していなかった (Fig.4e)。 
頭部血管は通常では pri-miR-21-1 は発現していないが (Fig.4f)、アドレナリン処理によっ
て異所的にその発現が誘導された (Fig.4g)。アドレナリン処理後の血管を詳細に観察すると、
収縮した血管壁に血球細胞が衝突して強く擦っているように見えたので、血球細胞を欠い
た gata1 MOでも同様の実験を行った。血球を持たない gata1 MOでも通常時では頭部では
pri-miR-21-1 は発現していないが (Fig.4h)、アドレナリン処理で頭部の異所的発現が起こっ
た (Fig.4i)。このことは、アドレナリン処理後の頭部血管での pri-miR-21-1 発現上昇は、血
球細胞の衝突刺激よりもむしろ、血漿成分が生み出す流れの刺激が要因であることを指し
示している。心拍の無い tnnt2 MO ではアドレナリン存在下でもこの異所的な発現誘導は起




応力に影響を与えるパラメータ (心拍数、流速、血管径) を測定した (Fig.5a-c)。測定法、
計算法の詳細は【材料・方法】の項に記述してある。計測の結果、アドレナリン処理後に
中大脳静脈に負荷されるせん断応力は約 2倍に上昇していた (Fig.5d)。 
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Fig.4 アドレナリン処理に対する pri-miR-21-1の発現 
53 hpf の心臓 (a-e) と頭部血管 (f-j) における pri-miR-21-1 の発現。アドレナリン未処理では pri-miR-21-1
は弁形成領域の心内皮のみに発現し (a)、頭部血管には認められない (f)。gata1のノックダウンにより血球
細胞を消失させた場合も発現パターンは同じであった (c,h)。アドレナリン処理を 51.5-53 hpfまで施すと、
心臓弁での pri-miR-21-1のシグナルは強くなった (b)。また頭部血管で異所的に pri-miR-21が発現した。黄
矢頭が metencephalic artery / middle cerebral vein、緑矢頭が primary head sinus、黒矢頭が primordial mid-brain 
channelである (g)。 gata1 MO でも同様の結果となった (d,i)。心拍を欠いた tnnt2 MOではアドレナリン処
理による異所的な頭部血管での pri-miR-21-1 の誘導は起こらなかった (j)。(k) 胚全体から RNA を単離し、




(a) アドレナリン処理により心拍数は 119 beats per minute (bpm) から 146 bpm に上昇した。(b) middle 
cerebral vein (中大脳静脈) での血流速度を血球細胞の移動速度より算出した。アドレナリン処理で流速はほ




せん断応力による miR-21 の転写制御を、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells; HUVECs) を用いてさらに詳細に解析した。Fig.6aのような流路を用いて、
HUVECs に対し、ヒト動脈に負荷されるせん断応力の平均値の上限である 2Pa の層流
(unidirectional laminar flow) を負荷した 42。成熟型 miR-21、pri-miR-21ともに、流れを負荷し
てから 15 分で発現の上昇傾向が現れ始め、45 分でピークを迎えた。成熟型 miR-21 は約 2
倍、pri-miR-21は約 6.5倍発現が増加した (Fig.6b)。なお、KLF2 は哺乳類の細胞でも迅速に
層流負荷に応答することが知られている。KLF2 は miR-21 に比べてはるかに堅牢、迅速に
流れに応答し、流れ負荷後 120分まで発現が上昇し続けた (約 40倍) (Fig.6c)。この結果は、
流れに応答する遺伝子でも、その経時的な変化のパターンはそれぞれ異なることを示す。
このことは in vivoでも確認できる。ゼブラフィッシュ胚を 60-72 hpfまで BDM処理し、そ
の後心拍を再開させ 1 時間経過させた (73 hpf)。そして心臓特異的な因子の発現変化を
qRT-PCRで確認した。Fig.2e-gの in situ hybridization の結果と一致して、miR-21は心拍の停
止と共に発現が大幅に減少し、心拍再開後 1 時間で通常の発現量レベルまで回復した 
(Fig.7c)。klf2a も同様の傾向を示し、これら 2 因子がせん断応力に対して迅速に応答するこ
とが示された。さらには early growth response 1 (egr1) もまた、ゼブラフィッシュ心臓弁に
血流依存的に発現することが新たに判明し、その応答も速かった (Fig.7a,c)。一方で、miR-23、
miR-126、miR-143、miR-145などは培養細胞等を用いた研究でせん断応力に発現誘導される









(a) HUVECsへの層流負荷装置の模式図。(b) 2Paの層流を HUVECsに負荷すると、pri-miR-21は速やかに
発現誘導され、流れ負荷後 45 分でピークを迎えた。成熟型 miR-21 も流れに応じて 2 倍程度にまで発現を





(a) egr1は弁形成領域の心内皮に発現していた (左パネル)。BDMで 12時間心拍を停止させるとその発現は
消失したが (中央パネル)、BDM を除去して 2 時間心臓を拍動させるとその発現が回復した (右パネル)。
スケールバー50μm。(b) ゼブラフィッシュ心臓に発現する遺伝子リスト。(c) 60-72 hpfまで BDM処理した
群と、その後 BDM を除去し心拍を 1 時間回復させた群で、心臓に発現する遺伝子の発現量を qRT-PCR で
解析した。心拍の停止とともに多くの遺伝子が発現を低下させたが、心拍再開後 miR-21/klf2a/egr1 が速や







誘導された (Fig.8b)。しかし成熟型 miR-21はほとんど発現が増加しなかった。KLF2 の往復
流れ負荷への応答は先行研究がなされており、この場合 KLF2 はほとんど発現が上昇しなく
なる 48。その報告と一致して、0.5 Hzの往復流れ負荷下では KLF2の発現はほとんど増加し
なかった。また、1 Hz の往復流れ負荷をかけると、pri-miR-21は層流負荷時よりも強く誘導




(a) HUVECs への往復流負荷装置の模式図。(b,c) 2Paの往復流を HUVECsに負荷した時の pri-miR-21・成熟
型 miR-21・KLF2の発現。0.5Hzが (b)、1Hzが(c)である。 pri-miR-21の発現誘導は迅速・堅牢で、流れ負





 miR-21 の機能を明らかにするために、miR-21-1 と miR-21-2 に対しそれぞれ二種類の MO
をデザインした。一種類目は Drosha と Dicer 両方によるプロセシングを抑制する MO 
(multi-blocking morpholino; MB MO) で、二種類目は precursor miR-21の guide sequenceへの
Dicerの結合を阻害する MO (guide dicer morpholino; GD MO) である。それぞれを一細胞期の
胚にインジェクションした。いずれの MO でも同様の結果が得られたが、miR-21-1 と
miR-21-2 MO を両方同時にインジェクションした場合に効率的なノックダウンができた。当
然ながら、scrambled MO のインジェクションは胚発生に影響を与えなかった (Fig.9b)。
miR-21 MB MO、GD MOのインジェクションでは、48 hpfにおいて血液が心臓の入り口に
貯留して浮腫を生じた (Fig.9c,d)。このことは心循環器発生の何らかの異常を示している。
心臓の形態を観察すると、miR-21 MO では不完全な心臓のルーピングを起こしていた
(Fig.9g,h)。WTに比べ miR-21 MOは約 30%の miR-21を発現していた (Fig.9i)。miR-21 MO
と miR-21二本鎖 RNA (miR-21 duplex) を同時導入した場合、このような表現型はレスキュ
ーされ、正常に発生する胚の割合が大幅に増えた(Fig.9j)。 
 心臓、特に弁構造を詳細に観察するため、血管内皮細胞特異的にGFPを発現する fli1a:GFP
トランスジェニックライン (TG)49 に miR-21 MOをインジェクションした。さらに、細胞接
着分子である Dm-grasp (Alcam) を抗体染色で可視化した。WTにおいて Dm-graspは全ての
心筋細胞膜と、弁形成領域に位置する心内皮細胞膜に発現し、細胞の輪郭を鮮明に捉える
ことができる 46。72 hpfのWT の AV境界には、立方状の形の細胞集団、すなわち心臓弁が
明白に存在する (Fig.10a-e)。弁形成領域以外の心内皮細胞は扁平な形態であることも特徴の
一つである。miR-21 MOでは、AV境界上の肥厚した細胞集団が減少し、細胞も扁平な形態
をとっていた。すなわち弁構造の欠失が見られた (Fig.10f-j)。ただし Dm-grasp 陽性の心内
皮細胞は、miR-21 MOでは心室側に配列していた。弁が形成されるステージ (24-72 hpf) の
間、BDMによって心拍を停止させて発生させた胚でも弁が欠失していた (Fig.10k-o)。この
場合は Dm-grasp 陽性の心内皮細胞は大幅に減少していた。72 hpf における AV 境界の
fli1a:GFP陽性の細胞数 (弁の細胞数) を計測すると、WTは約 70個であるのに対し、miR-21 
MO では約 40 個、BDM 処理胚では約 25 個にまで減少していた(Fig.10p)。弁形成領域の細
胞増殖を Proliferating cell nuclear antigen (Pcna) の抗体染色により評価すると 50、miR-21 MO
と BDM処理胚では細胞増殖が減少していることが分かった (Fig.11a-i,p)。 
このように miR-21 MOで心内皮構造に顕著な異常が認められた一方で、miR-21 MO の心
筋構造には目立った異常がないことが以下 3つのデータから判断できる。① 55 hpfの心臓
全体の心筋細胞数は WT と miR-21 MO の間に差は無かった (Fig.12a)。② 心筋の分化マー
カーに分類される atrial myosin heavy chain (amhc) と ventricular myosin heavy chain (vmhc) の
発現に、両者で差が無かった。(それぞれ Fig.12b,c と d,e) ③ WTの弁の心筋細胞は、55 hpf
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において、側底面が伸長し (basolateral extention)、頂端側が収縮して (apical constriction)、三
角あるいは台形状の形態をとる。一方で弁以外の領域の心筋細胞は扁平な形をしている 41。
これらの細胞の形態的特徴は miR-21 MO でも認められた (Fig.12f-i)。 
Fig.9 miR-21機能阻害による弁形成不全 
(a-d) miR-21 MO では 48 hpf において、卵黄嚢での血液の貯留が認められた  (c,d での赤矢頭) (MB; 
multiblocking MO、GD; guide Dicer MO)。このような血流の停滞は WT (a) や scramble MO (b) では起こらな
かった。スケールバー500μm。(e-h) 心臓部を高倍率で観察し、心臓の概形を黄色破線で示した。(i) miR-21 
MO の効果を qRT-PCRで確認した。20の胚から RNAを単離、cDNAを合成し、MB MO、GD MOいずれ





(a,b) WT 72 hpfにおいて肥厚した fli1a:GFP陽性の心内皮細胞群 (黄矢頭) が AV 境界に存在し、弁構造を
構築している。(c,d) Dm-grasp の染色により、弁構成細胞は立方状の形態であることが観察できる。一方で
Dm-grasp 陰性の心内皮細胞は扁平である。(e) 心内皮細胞の模式図。弁形成領域の Dm-grasp陽性細胞を黄
色、Dm-grasp 陽性細胞を赤線、陰性細胞を黒線で各々示した。(f-j) miR-21 MOでは、弁形成領域には肥厚
した細胞群は存在せず、細胞の形態も扁平なままであった。(k-o) 24-72 hpfまで BDM処理をした胚でも、
弁特異的な細胞形態の変化が認められず、Dm-grasp 陽性細胞数も減少していた。(p) 72 hpfにおける AV 境




Fig.11 弁形成領域での Pcna の発現 
(a-c) WT 55 hpfでは、Pcnaタンパク質は弁形成領域の fli1a:GFP 陽性心内皮細胞にはっきり認められた (a
の黄矢頭)。DAPI染色による細胞核の可視化 (c)。(d-f) miR-21 MOでは Pcna陽性細胞数が減少した。(g-i) 
24-55 hpfに BDM処理をした胚でも Pcnaシグナルが減退していた。(j-l) spry2 TP MO および (m-o) U0126





(a) 55 hpfにおける全ての心筋細胞数を計測した。野生型と miR-21MOにおいて心筋細胞数に差は無かった。 
(b-e) 心房の心筋マーカー (amhc; atrial myosin heavy chain) (b,c) と心室の心筋マーカー (vmhc; ventricular 
myosin heavy chain ) (d,e) の発現パターン。WT (b,d) と miR-21 MO (c,e) で発現パターンに違いは認められ
なかった。 (f-i) Dm-grasp の染色により弁形成領域の心筋細胞の形態を観察した。野生型ではこの領域の心
筋細胞の頂端面は収縮し三角形あるいは台形状の形態をとる (f の青線)。心房と心室の他の心筋細胞は立
方状の形態である (fの黄線)。このような特徴的な細胞形態の変化は miR-21 MOでも認められた (h)。 細




マーカーとして bone morphogenic protein 4 (bmp4)、tbx2b、versicanの 3つがあり、弁の内皮
側のマーカーとして hyaluronan synthase 2 (has2)、notch1b、klf2a、egr1、secreted phosphoprotein 
1 (spp1)の 5つが挙げられる。心筋側のマーカーbmp4 と tbx2bは miR-21 MOで変化が無かっ
たが (それぞれ Fig.13a,bと e,f)、versicanのみ miR-21 MO では発現が心筋側に拡大していた 
(Fig.13c,d)。弁内皮のマーカーhas2 と notch1b は内皮全体に拡大した発現パターンを示した 
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(それぞれ Fig.13g,hと i,j)。klf2aは流れに応答して弁形成に関わるが、miR-21 MO ではその
発現に変化はなかった (Fig.13k,l)。一方、egr1は miR-21 MO で発現が消失した (Fig.13m,n)。




(a-f) 弁の心筋マーカーの発現パターン (bmp4, versican, tbx2b)。WTは (a,c,e) で miR-21 MOが (b,d,f)。bmp4
と tbx2b の発現パターンは両者に違いはなかった (それぞれ a と b、e と f)。versican の発現は miR-21 MO
では心室側に拡大していた (c,d)。(g-p) 弁の心内皮マーカーの発現パターン (has2, notch1b, klf2a, egr1, 
spp1)。has2と notch1bの発現は心内皮全体に拡大していた (それぞれ gと h、iと j)。klf2aの発現は両者に










的に研究されている 32, 51。いくつかの miR-21の標的もヒトやマウスで報告されており、い
ずれも細胞増殖の抑制因子やアポトーシス関連因子が多い。その中の一つに RTK/Ras/ERK
経路の抑制因子である Sprouty2 (Spry2) が該当する 52, 53。ゼブラフィッシュ spry2の 3’ UTR
にも miR-21 の標的配列候補が存在し、その周囲の配列もヒトやマウスのものと類似してい
る(Fig.14a,b)。 
ゼブラフィッシュにおいても miR-21 が spry2 を標的としていることを確認するため、
EGFP の 3’-UTR に z-spry2 の 3’-UTR を繋いだ mRNA を作成した。そして、この mRNA と
miR-21 duplex RNA (あるいは miR-21 MO) をゼブラフィッシュにインジェクションした。
spry2が真の miR-21の標的ならば、miR-21が EGFP-spry2に結合して分解するので EGFP 蛍
光が弱まる。逆に miR-21 MOとの共導入では、MOが miR-21を抑制し、EGFP-spry2が保護
されて EGFP 蛍光が強まることになる。EGFP-spry2と miR-21 MO を同時インジェクション
した結果、EGFP の蛍光が認められた (Fig.14c 左パネル)。EGFP-spry2と miR-21 duplexの同
時インジェクションでは逆に、EGFP の蛍光が減弱した (Fig.14c中央パネル)。spry2にある
miR-21の標的配列を変異させると (Fig.14a)、miR-21 duplex存在下でも EGFP の蛍光が観察





通常の胚では心臓に spry2の発現が見られないのに対し、miR-21 MO では異所的に spry2シ
グナルが弁形成領域に見られたことから判断できる (Fig.14e,i)。これは spry2 が miR-21の抑
制効果から miR-21 MO によって解放されたためと考えられる。また、spry2 の他に
programmed cell death 4a (pdcd4a)および 4b (pdcd4b)、phosphatase and tensin homolog b (ptenb)
も miR-21 の直接の標的として知られている 54-56。ゼブラフィッシュのいずれの遺伝子の
3’-UTR にも miR-21 の標的配列が存在する (Fig.14d)。さらに、これらの因子が miR-21 MO






(a) ゼブラフィッシュ miR-21と spry2 3’UTR (野生型と変異型) の塩基配列比較。黄枠がシード配列で相補
な塩基を赤字と緑字で示した。(b) ゼブラフィッシュ、ヒト、マウス、ラットの spry2 3’UTR の塩基配列比
較。miR-21と相補な塩基を色字で強調した。(c) EGFP-spry2レポーターシグナルへの miR-21の影響。野生
型 spry2 3’UTRと miR-21 MOを共導入すると強い EGFP シグナルが見られ (左パネル)、miR-21 duplexを共
導入した時には EGFP シグナルが抑制された (中央パネル)。変異型 spry2 3’UTR と miR-21 duplex RNAを共
導入した時は EGFP シグナルが認められるようになる (右パネル)。 (d) ゼブラフィッシュ miR-21 とその
標的 (pdcd4a, pdcd4b, ptenb) 3’UTR の塩基配列比較。 (e-l)  72 hpfの WTと miR-21 MOの miR-21標的の発
現。(e) 野生型胚では spry2 は心臓に発現していないが、miR-21 MO では異所的に弁形成領域 (AV 境界が




また、miR-21を全身で過剰発現する ef1α:miR-21-EGFP TGラインを作成した (Fig.15a-c)。
53 hpf のこの TG は、miR-21 は野生型の 6 倍発現し、さらに miR-21 の標的 (spry2、ptenb、
pdcd4a、pdcd4b) の発現が抑制された (Fig.15d)。すなわち、これらの因子が miR-21 の標的
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(a) pre-miR-21:EGFP を ef1α (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha) プロモーターより発現する Tol2
トランスポゾンベクターの模式図。(b) pre-miR-21:EGFPを発現する F1の TGゼブラフィッシュ。スケール
バー500μm (c) 人工的に作成した (a) のベクターが、機能的な miR-21を発現することを確認するため、
HEK293T細胞においてルシフェラーゼアッセイを行った。3’UTR に z-miR-21の標的配列を有するルシフェ
ラーゼレポーターの活性は (a) のベクターの共導入で 20%以下にまで抑制された。(d) WTと TG胚の体全
体から RNAを単離、cDNA合成後、miR-21の標的の発現を qRT-PCRで解析した。TGでは miR-21の発現




 miR-21による spry2の抑制が弁形成に必須であることを示すために、spry2 に対する target 
protector morpholino (TP MO) を作成した。この TP MOは spry2の miR-21 標的配列をマスク
し、miR-21 の抑制効果から spry2 を保護することができる。実際、Fig.14c と同様のレポー
ター実験を行い、TP MOの保護作用を確認することができた (Fig.16a)。この TP MO を胚に
インジェクションしても、内在性の spry2 が miR-21 から保護され、異所的に心臓に spry2
が発現した (Fig.16b)。TP MOは 48 hpfにおいて、miR-21 MO 同様な表現型、すなわち浮腫
や不完全な心臓のルーピングが起こった(Fig.16d,f)。また、spry2 の ERK に対する抑制効果
を模倣するために、MEK1/2選択的阻害剤である U0126で胚を 32 hpfから処理した 57。この
場合も、TP MOやmiR-21 MOと類似する心臓での表現型が 48 hpfで観察された (Fig.16h,j)。 
Fig.16 spry2 target protector morpholino の影響 
(a) spry2の target protector MO (TP MO) の効果の確認。GFP に spry2 3’UTRのつながった mRNAと mCherry 
mRNAおよびmiR-21 duplex RNAの3種に加え、spry2 TP MOかコントロールMOをインジェクションした。
コントロール MO導入時では GFP シグナルは抑制されたのに対し (右上パネル)、spry2 TP MO導入時には
GFP シグナルが観察された (左上パネル)。いずれの MO導入時も mCherryシグナルは影響を受けない。(b) 
72 hpf野生型の胚心臓には spry2 は発現していなかったが、spry2 TP MOインジェクション時には AV 境界
で spry2の発現が認められた (赤矢頭)。スケールバー50μm。(c-j) spry2 TP MOおよび U0126による MAPK
阻害の胚発生への影響。コントロール (c,e) と DMSO処理 (g,i) では心臓発生は正常に進行する。一方 spry2 




次に、Fig.10のように fli1a:GFPと Dm-grasp の抗体染色で、72 hpfの TP MOと U0126処
理胚の心臓弁の形態を観察した。野生型では立方状の細胞集団から構成される弁が存在す
るのに対し (Fig.17a-e)、TP MO と U0126 処理胚ではそのような弁構造が欠失し、AV 境界
の細胞は扁平な形状をとっていた (Fig.17f-o)。そして AV 境界で弁を構成する心内皮細胞数
も減少していた (Fig.17p)。 
Fig.17 spry2 target protector morpholino による心臓弁形成不全 
(a-e) 72 hpfの野生型の心臓では AV 境界に肥厚した心内皮細胞群が弁を構成している (黄矢頭)。fli1a:GFP
レポーター (a,b) と Dm-grasp の染色 (c,d) で弁を観察した。その模式図を Fig.10 と同様に (e) に示した。




さらに Pcna の抗体染色をすると、これらの心臓弁では細胞増殖が抑制されていた 
(Fig.11j-p)。さらに弁マーカーの発現を調べると、miR-21 MOと同様なパターンを示した。
弁の心筋側マーカーは、bmp4 は正常であるものの (Fig.18d-f)、versican の発現が拡大して
いた (Fig.18a-c)。弁の内皮マーカーとしては notch1b と has2 の発現が拡大し (それぞれ
Fig.18g-iと j-l)、成熟弁マーカーの spp1は消失していた (Fig.18m-o)。 





Fig.18 spry2 target protector morhantの弁マーカーの発現解析 
spry2 TP MOと U0126処理胚の弁の心筋マーカー (bmp4, versican) と心内皮マーカー (has2, notch1b, spp1) 
の発現。WT での通常の発現は (a,d,g,j,m) に示した。versican はいずれの場合も発現領域が拡大し (b,c)、
bmp4の発現は WTと差がなかった (e,f)。notch1b (h,i) および has2 (k,l) の発現領域は心内皮全体に拡大し
ていた。成熟した弁マーカーspp1 の発現はいずれも消失していた (n,o)。これらの発現パターンは miR-21 




(a-c) リン酸化 Erk1/2 (pErk1/2) は、WT心臓では心内皮の AV 境界特異的に認められた (aの黄矢頭)。心内
皮細胞を fli1a:GFPで可視化した (b,c)。(d-f) miR-21 MOでは pErk1/2のシグナルは弱く、AV 境界の細胞も
立方ではなく、扁平の形態であった。(g-i) BDMで心拍を停止させた胚でも pErk1/2のシグナルは弱く、扁


















止により miR-21 の発現は消失した。さらに重要なのは心拍再開後わずか 1 時間で再び
miR-21 の発現が回復したことである。miR-21 のせん断応力に対する迅速な応答は、胚のア
















行研究では、KLF2 が miR-23b、miR-126そして miR-143/145のプロモーターに結合して発現
を誘導することが報告されている 45。また ChIP 解析により、EGR1が miR-23、miR-24のプ
ロモーターに結合することが知られている 59。ゼブラフィッシュの心臓においても klf2a や










答因子の miR-21、klf2a、egr1 が速やかに発現誘導される。miR-21は spry2 (ptenb,pdcd4) を抑制することで、
MAPKカスケードを活性化し、弁形成領域での細胞増殖を促進する。egr1と klf2aもまた、その下流の因子
群の発現を次々に誘導する。egr1は klf2aや他の miRs を誘導することが想定され、klf2aも心臓形成に関与





 ゼブラフィッシュ miR-21 の発現はせん断応力に依存し、また HUVEC への流れ負荷実験










 マウス、ゼブラフィッシュ共に心臓弁形成には Notch、NFAT、TGFβ などのシグナリング
が必要である。しかし両者の心臓弁形成過程に違いがあることを P J.Scherzらが報告した 61。
マウスやニワトリでは AV 境界の細胞外マトリックス (心ゼリー層) でのリモデリングが弁
形成の鍵である。AV 境界部の心内皮細胞が上皮―間充織転換 (Epithelial–mesenchymal 






 miR-21と同様の生物種による表現型の違いが klf2a/Klf2 にも見られる。ゼブラフィッシュ







への流れ負荷実験では、一方向性の層流負荷では KLF2 は迅速に誘導されたが (約 40 倍の
発現変化) (Fig.6)、往復流れ負荷ではその発現上昇が鈍化した (4倍程度の発現変化) (Fig.8)。





一方向性の層流でも miR-21の転写が誘導された (Fig.4)。また HUVECへの流れ負荷実験で








SMAD タンパクが pri-miR-21 に結合し、miRNA プロセシングを行う DROSHA コンプレッ
クスに積極的にリクルートすることが知られている 63, 64。細胞を BMP や TGFβ で刺激する
と pri-miR-21 の存在量はほとんど変化しないが、プロセシング産物である pre-miR-21 や成
熟型 miR-21が SMAD 依存的に増加する。本研究の場合、HUVECへ負荷される流れの種類 




も SMAD の結合配列 (5’- CAGAC -3’)は存在するため、SMAD 依存的にプロセシングされ





シュ 26 hpfの心臓径は 0.05mmで、マウス 10.5 dpcの心臓径は 0.15mmであり、両者の発生
中の心臓のサイズには大きな差がある。このように心臓のスケールが違うと、心臓内の流
れの性質と、心内皮細胞が晒される環境も異なると考えられる。A.Santhanakrishnan らの総
説には両生物種の心臓のレイノルズ数 (Re) が述べられている 66。レイノルズ数とは流体の
中で働く慣性力と粘性力の比である。例えば Re ≫1 の場合の流れは慣性力が優位であり、
成体の大動脈弁での流れがその一つである。無秩序で不安定な流れが特徴である。逆に Re
≪1の場合の流れは粘性力が優位となり、毛細血管での血流がその一つである。このときは
滑らかで安定した流れが特徴である。ゼブラフィッシュ 26 hpfの心臓の Reは 0.017である
















ゼブラフィッシュ miR-21 の発現はせん断応力に依存し、また HUVEC への流れ負荷実験
より、哺乳類の miR-21 の転写も流れに制御されることが確認できた。ゆえに miR-21 の転
写の流れ依存性は、種を越えて保存された性質である。しかし本研究では依然として、miR-21
がどのような機構で流れに応答するのか明らかにできていない。その仕組みを解明する手
がかりの一つとして miR-21 のプロモーターが挙げられる。miR-21 プロモーターは成熟
miR-21 のゲノム領域から約 3kb 上流に存在する 67, 68。興味深いことに、プロモーター上の
転写因子結合モチーフが種を超えて保存されている。特に E26 transformation-specific (Ets) 
や Serum response factor (SRF) の結合配列はゼブラフィッシュ、マウス、ヒトのいずれの
miR-21 プロモーターにも存在し、これらの要素が流れに応答するための鍵かもしれない。
せん断応力により活性化したシグナリング経路が、どのように miR-21 プロモーターに作用
しているのか明らかにするために、Fig.21a のように miR-21 を含む BAC DNA を改変して
miR-21プロモーターTATA box直下に EGFP を導入した。この改変 BAC DNA をゼブラフィ
ッシュにインジェクションすると、弁における EGFP mRNA シグナルが確認された 



















Fig.21 miR-21 BAC DNA のインジェクション 
(a) ゼブラフィッシュ miR-21 のゲノム領域を含む BAC DNA (約 200kb) を改変し、miR-21 プロモーター
TATA box直下に EGFP-polyA 配列を相同組換え技術で挿入した。(b,c) この改変 BAC DNAをゼブラフィッ
シュにインジェクションし、EGFP の in sith hybridization を行うと、48 hpf (b)、72 hpf (c) において AV 境界







現が、乱流発生部位では低下するためである 78, 79。乱流で KLF2の発現が低下することは本
研究でも確認している (Fig.8)。miR-21 も同様に、乱流発生部で発現が低下している可能性





































症細胞の役割が解析できるようなった。例えば Martinらは PU.1 KO マウスの皮膚修復過程
































 損傷した皮膚における miR-21の発現を in situ hybridization で確認した。通常の無傷な皮
膚では毛包において miR-21のシグナルがわずかに見られるのみで (Fig.1a,b)、上皮には発現
していない (Fig.1c)。皮膚損傷 1日後 (1 day post injury : dpi) には傷周縁部の上皮に miR-21




いが、好酸球やマクロファージなどの炎症細胞群 94 と線維芽細胞 35 であると推察される 
(Fig.1h)。7 dpiで傷の再上皮化は完全に完了するが、miR-21は傷を覆っている上皮と肉芽組




皮膚創傷治癒過程における miR-21の機能を解明するため、miR-21 KO マウスを作製した
(Fig.2a,b)。miR-21 flox マウスと CAG-Cre マウスを交配させ、pre-miR-21 のゲノム配列を全
身で欠失した miR-21 KOマウスを作出した。miR-21 KO マウスは全く正常に発生、成長、
生殖した。メンデルの法則に従い野生型と変異体は生まれ、性比も雌雄一対一であり、一
見しただけでは異常は認められなかった。他研究グループも別ラインの miR-21 KO マウス
を作成しているが、やはり平常時には目立った異常は示さない 33, 97。当然ながら miR-21 KO
マウスに皮膚損傷を与えても miR-21の発現は誘導されなかった (Fig.2c)。なお miR-21+/-マ




 次に miR-21 KO マウスの皮膚創傷治癒反応を観察した。傷口を覆うために傷周縁部から
移動と増殖を繰り返すケラチノサイトを、Pan-Cytokeratin の抗体染色で可視化した。3 dpi
において miR-21 KO マウスは野生型よりも顕著に速い再上皮化を示した (Fig.3a,b)。miR-21 
KO は 3 dpiでほぼ 90-100%傷が閉口したのに対し、野生型は 50%程度であった (Fig.3c)。そ
してMasson trichrome 染色で 14 dpiの傷を観察すると、miR-21 KO マウスでは肉芽組織が野




いた(Fig.3h,i)。コラーゲン産生の源となる筋繊維芽細胞のマーカーalpha smooth muscle actin 
(αSma) を抗体染色で可視化すると、肉芽組織におけるシグナルが miR-21 KO マウスでは抑
制されていた (Fig.3j,k)。いくつかの代表的な線維化のマーカーαSma、Collagen type I α1 
(Col1a1)、Fibronectin-1 (Fn-1) の発現を qRT-PCR で解析したところ、miR-21 KO マウスでの
それらの発現抑制が認められた (Fig.3l)。すなわち、miR-21 KO マウスでは傷の治癒が促進
し、瘢痕形成が抑制されたことになる。 
 
Fig.1 皮膚損傷に伴う miR-21の発現変化 
(a-c) 無傷な皮膚組織での miR-21の発現。毛包にシグナルが認められ (緑矢頭) (b)、上皮組織には発現して
いなかった (c)。hf; hair follicle、ep; epidermis (d,e) 1 dpiでは傷周縁部の上皮組織に miR-21が発現し始めた。
(f-h) 3 dpi になると傷上部に移動してくる上皮組織と  (g)、形成途中の肉芽組織 (h) に発現した。gt; 
granulation tissue (i-k) 傷が閉口した 7 dpiでも上皮組織 (j) と肉芽組織 (k) で発現していた。(l) qRT-PCR




Fig.2 miR-21 KOマウスの作成 
(a) miR-21 floxマウスの DNAマップ。このマウスと CAG-Cre を交配させ、miR-21 KOマウスを作成した。
(b) miR-21 KOマウスの genotyping PCR結果。KOでの pre-miR-21のゲノム領域の欠失を確認した。(c) miR-21 
KO マウスの皮膚損傷における miR-21の発現。(d) miR-21+/+、+/-、-/- マウスの皮膚損傷 (3 dpi, 7 dpi) に





アレイ解析を行った。7 dpi の傷の遺伝子発現プロファイルを調べたところ、Fig.4a のよう
にいくつかの炎症関連遺伝子の発現低下が miR-21 KO マウスで認められた。例えば、ケモ
カインシグナル、Toll-like Receptor (TLR) シグナルやサイトカイン－サイトカイン受容体経
路などである。これらの因子は主に炎症細胞の活性化や移動の制御を担う。さらに、傷に
集簇するいくつかの炎症細胞を染色すると、好酸球 (eosinophil) やマスト細胞 (mast cell) 
の数が miR-21 KO マウスでは減少していた (それぞれ Fig.4b-dと Fig.4e-g)。これらのことか





(a,b) 3 dpiでの Pan-Cytokeratin の抗体染色。野生型マウスに比べ (a)、miR-21 KOマウスは傷の再上皮化が
促進した (b)。黒破線は傷の境界。スケールバー300μm 。(c) 傷に対する再上皮化の割合を計測した。(d,e) 
14 dpiの傷の Masson trichrome stain。野生型 (d) よりも miR-21 KO (e) の肉芽組織は収縮していた。スケー
ルバー100μm。gt; granulation tissue  (f,g) 14 dpiでの傷の幅 (f) および傷の面積 (g) を計測すると、miR-21 
KO マウスでいずれも減少していた。(h,i) Picrosirius Red Stain で 14 dpiのコラーゲン線維を染色した。野生
型の肉芽組織中のコラーゲン (h) は密に配向したのに対し、miR-21 KOマウスでは低密度であった (i)。(j,k) 
14 dpiの傷の αSmaの抗体染色。野生型の肉芽組織には αSma陽性の筋線維芽細胞が分布するのに対し (j)、





Fig.4 miR-21 KO マウスにおける炎症反応の抑制 
(a) 野生型と miR-21 KOマウスの 7 dpiの傷から RNAを単離し、DNAマイクロアレイ解析を行った。miR-21 
KOマウスでは炎症関連シグナルの顕著な抑制が見られた。(b,c) 7 dpiの損傷部に集積する好酸球の染色 (明





 miR-21 KO マウスでは損傷部への炎症細胞の集積が減少し、炎症反応の緩和が見られた。
このような応答が起こる機構を解明するため、miR-21 の直接標的で炎症反応と関連する因
子を探索した。標的に対する in situ hybridization により、mRNAレベルの発現量を解析し、
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (Pparα) がその候補であることが示唆された。
ヒトおよびマウスの Pparαの 3’UTRには miR-21 の結合配列が存在し (Fig.5a)、実際マウス
腎不全モデルにおいて、miR-21 が Pparα を直接の標的として線維化の進行に関わることが
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報告されている 95。その詳細な分子機構は明らかにされていないが、Pparα が活性酸素種 
(Reactive oxygen species; ROS) の産生を抑えて組織に保護的に働くことが想定されている。
さらに Pparαは炎症促進因子の機能を抑制して炎症を和らげることが知られている 98。修復
過程にある miR-21 KO マウスの皮膚では、Pparα が miR-21による抑制を免れて野生型より




(a) Pparα の 3’UTR に存在する miR-21の標的配列。シード配列を赤字で示した。(b,c) 3 dpi損傷部における


















呈した原因は、miR-21 KO マウスの皮膚損傷部位での炎症反応の減退であり (Fig.4)、様々










miR-21 KO と類似した現象が、Secreted phosphoprotein 1 (Spp1) をアンチセンスオリゴでノ
ックダウンした場合でも認められる。Spp1 もまた、マウスの皮膚損傷に発現誘導されて炎
症細胞の活性化に寄与するが、Spp1 ノックダウンでは炎症反応が抑制され、傷の治癒促進























Fig.6 マウス筋芽細胞株 C2C12細胞への伸展刺激負荷実験 





関与する miR-21 の既知の標的因子を探索したところ Pparα がその候補であることが今回示
唆された。miR-21 KO マウスの損傷皮膚では Pparα が miR-21の抑制効果から解放されるた
め、野生型と比べて発現量が高い (Fig.5)。いくつかの先行研究で Pparα が創傷治癒に重要
な因子であることが報告されている。 
例えば Pparαは NFκB と結合し、NFκB 依存的な遺伝子発現を抑制して抗炎症作用を示す
ことや、細胞の代謝を調節することで有害な ROS の産生を抑えて組織を保護することが知
られている。また Pparα アゴニストはアトピー性皮膚炎の炎症を抑える効果がある 96, 106。
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さらに、Pparα KO マウスでは皮膚創傷治癒の遅延が認められる 107。これらのデータより
Pparα発現レベルが通常より高い miR-21 KO マウスでは、Pparαの抗炎症効果が高まって傷
の治癒が促進したことが大いに考えられる。今後は miR-21 KO マウスにおいて、Pparαによ
る転写制御を受ける遺伝子群の解析や、NFκB に依存する遺伝子群の発現抑制を確認する必
要がある。また可能ならば miR-21と Pparαのダブル KO マウスを作成し、miR-21 KO マウ
スの皮膚創治癒促進の表現形がPparαのKOによってキャンセルされることを確かめること
が望ましい。むろん Pparα の他にも miR-21 の標的は想定され、今後の解析が求められる。
miR-21KO マウスでの傷の治癒はかなり迅速なため、ケラチノサイトに直接的に作用して、




メカニズムが存在するのかもしれない。miR-21 のプロモーターには NFκB や AP-1の結合部
位が存在し 67、様々な実験モデルにおいて miR-21 の発現がこれらの因子に調節されること
が報告されている。損傷後の初期応答で NFκB などが活性化し、続けて miR-21 が発現誘導
される。そして、miR-21 が抗炎症性因子の Pparα などを抑制することで炎症を強めるとい
う、ダブルネガティブフィードバック機構が存在する可能性がある。NFκB 阻害剤などの存































NFκB を特異的に抑制し、アトピーの炎症を緩和できる 110, 111 。非特異的な作用を引き起こ
す従来のステロイド療法に代わるものとして、これらの核酸医薬品は注目されている。
miR-21 に関しても NFκB デコイオリゴと同様のアプローチが十分に可能と考えられ、さら
に将来は炎症や線維化を伴う他臓器の病態への臨床応用も期待される。 
 
Fig.7 miR-21 KO による皮膚創傷治癒シグナルの変化の概念図 
miR-21が関与する皮膚創傷治癒のモデル図。通常の創傷治癒では、損傷により活性化した NFκBが miR-21
プロモーターに結合し、その発現を誘導する。miR-21は、抗炎症作用 (NFκBの機能や ROS 産生の抑制) を
持つ Pparα を抑制し、炎症反応を維持させる。この一連の作用は外界からの細菌などへの抵抗性を強める
が、自身の組織にも傷害作用を発揮して、傷の治癒の遅延や瘢痕形成の要因となる (左パネル)。一方 miR-21 

































































a) Morpholino antisense Oligo (MO) 
 MO のデザインと合成は Gene-Tools社が行った。MO は 1×Danieu’s Buffer (58mM NaCl、
0.7mM KCl、0.4mM MgSO4、0.6mM Ca(NO3)2、5.0mM HEPES pH7.6) で 2 mM に希釈して－
30℃で保存した。使用するときは、適切な濃度に希釈し、65℃で 5 分間処理してからイン
ジェクションに用いた。MOの配列と投与量は以下の通りである。 
z-miR-21-1 Multiblocking, 5’-TGTAACAGCCAACACCAGTCTGATAAGCTAT 
 (1mM 10ng) 
z-miR-21-2 Multiblocking, 5’-ACTCAAAGCCAACACCAGTCTGATAAGCTAC 
(1mM 10ng) 
z-miR-21-1 Guide Dicer, 5’-ACAGCCAACACCAGTCTGATAAGCT-3’  (2 mM, 16 ng) 
z-miR-21-2 Guide Dicer, 5’-AAAGCCAACACCAGTCTGATAAGCT-3’  (2 mM, 16 ng) 
spry2 target protector, 5’-ACTTCAAACCAGTTTTTGCCAATCC-3’ (2 mM, 16 ng) 
scrambled MO, Oligo-25N (2 mM, 16 ng) 
tnnt2-MO, 5’-CATGTTTGCTCTGATCTGACACGCA-3’  (0.5mM 4ng) 
klf2a-MO, 5’-AGCTGAGATGCATGGACCTGTCCAG-3’  (2 mM 16 ng) 
gata1-MO, 5’-CTGCAAGTGTAGTATTGAAGATGTC-3’  (1 mM, 8 ng) 
gata2-MO, 5’-CATCTACTCACCAGTCTGCGCTTTG-3’  (1 mM, 8 ng) 
tbx2b-MO, 5’-GAGCGTGGAAAGGGTGGTAAGCCAT-3’  (0.25 mM, 2 ng) 
 なお、効率的な miR-21 のノックダウンのため、miR-21-1 と miR-21-2 MO の 2 つを等量混
合してインジェクションした。Fig.9dを除くすべての miR-21 MO はMB MO をインジェク
ションした個体である。 
 
b) RNA  
miR-21の過剰発現のため、miR-21 duplex RNAを Integrated DNA Technologies (IDT) から
購入し、1×Danieu’s Bufferに 50ng/μlに溶解した。 
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miR-21 duplexA: 5’- UAGCUUAUCAGACUGGUGUUGGC-3’ 
miR-21 duplexB: 5’- GCCAACACCAGUCUGAUAAGCUA-3’ 
EGFP-z-spry2 3’UTR と mCherry の mRNA の合成と精製は mMESSAGE mMACHINE kit 




キャピラリーに導入したい材料を充填し、IM300 Microinjecter (NARISHIGE) を用いて受
精直後から 1 cells stageまでのゼブラフィッシュ受精卵の細胞質に約 1 nL注入した。インジ
ェクション後のゼブラフィッシュ胚は成長に差が出ないように低温インキュベーター 












アドレナリン (Wako) を ゼブラフィッシュ飼育水に 2mMの濃度で溶解し、胚を処理した。
アドレナリン溶液は速やかに酸化するので、30分ごとに新しい溶液と交換した。 
 
4. Whole mount in situ hybridization (WISH) 
a) プローブの合成 
 目的の cDNA が組み込まれた pBluescript SK+を cDNA の 5’側の制限酵素サイトで切断し
直鎖状にした。フェノール/クロロホルムで DNAを精製し、これを鋳型としてプローブの合
成に用いた。RNA polymerase による in vitro転写は、組み込まれた cDNA の 3’側のプロモー
ター (T3、T7) から行った。Transcriptional buffer (Roche) 2μl、DIG labeling mix (Roche) 2μl、 
RNase inhibitor (Roche) 1μl、T3 (T7) RNA polymerase (Roche) 1μl、 1μg/μlの直鎖状プラスミ
ド DNA 1μl、DEPC-DDW 13μlを混合し、37℃で 2時間反応させた。その後、DNase 2μlを





 なお、ゼブラフィッシュ mature miR-21 の DIG 修飾 LNA プローブは Integrated DNA 




任意のステージまで発生させた胚を PBSで洗浄後、4%パラフォルムアルデヒド(PFA) / PBS
で一晩、4℃で震盪固定した。PBS洗浄後、コリオンをピンセットによって取り除き、30%、
70%メタノール / PBS に順次置換した。最終的に 100%メタノールで脱水し、－30℃で保存
した。 
 
c) Day1 ハイブリダイゼーション 
 100%メタノールで脱水した胚を 70%、30%メタノール / PBS、PBT (PBT; PBSに終濃度
0.1％となるよう Tween20を希釈したもの) で 5分間ずつ置換した。その後、 PBT (PBT; PBS
に終濃度 0.1％となるよう Tween20 を希釈したもの) で 5 分間×3 回洗浄した。続いて、
Proteinase K / PBT (20μg/ml) 、37℃で 30分間、胚を処理した。その後、ハイブリダイゼー
ション溶液 (50％ホルムアミド、5×SSC (pH5.0)、50μg/ml ヘパリン、500μg/ml tRNA、0.1% 
Tween20、citricacid で pH6.0 に調製) で 70℃、2 時間震盪した。その後、1ng/μl の濃度に調
整した DIG 標識 RNA プローブを含むハイブリダイゼーション溶液に置換し、70℃で 15時
間震盪した。 
 
d) Day2 プローブの洗浄と抗体反応 
ハイブリダイゼーションした胚を 70℃に保温させながら滅菌スポイトでプローブを除去
し、Ⅰ液 (50％ホルムアミド、2×SSC、0.1% Tween20) で 15分間×3回洗浄した。次にⅡ液 
(2×SSC、0.1% Tween20) で 15分間×2回、Ⅲ液 (0.2×SSC, 0.1% Tween20) で 15分間×3回、
Ⅳ液 (1×マレイン酸 buffer, 0.1% Tween20) で 5分間×3回洗浄した。これらは全て 70℃条件
下で行った。次に、室温条件下で MABT (1×マレイン酸 buffer、0.1% Tween20) に置換し、5
分間×3回洗浄した。その後、非特異的抗体反応を防ぐためブロッキング溶液 (1% Blocking 
Reagent、2mg/ml BSA、1×マレイン酸 buffer、0.1% Tween20)にて室温で 1 時間ブロッキング
した。－30℃にて保存してある脱水処理済みのゼブラフィッシュ胚を 70%、 30%メタノー
ル/PBS で 5分間、PBT で 5分間×4回洗浄した。その後、1/500量の Anti-Digoxigenin-AP Fab 




e) Day3 発色反応 
 PBT で 5 分間×5 回、NTMT (100mM Tris-HCl (pH9.5)、50mM MgCl2、100mM NaCl、
0.1%Tween20、1mM Levamisol) で5分間×3回洗浄した。その後、発色溶液 (45μl NBT (Roche)、




f) Mature miR-21のWISH 
 手順は上記の通常の WISHと同様だが、以下の通り変更点がある。 
・Day1; ProK処理し、４％PFA/PBS固定の後、PBTで 5分 3回洗浄。その後 TEA solution (0.1M 
Triethanolamine / PBS、2.5% 無水酢酸) で 10分処理した。さらに PBT で 5分 2回洗浄し、
ハイブリダイゼーション溶液に置換。 




1 回ずつ置換、Ⅲ液に 10分 2回置換した。この洗浄は全て 43℃で行った。さらに室温にお
いて、75%Ⅲ液/PBT、50%Ⅲ液/PBT、25%Ⅲ液/PBT の順に、10分 1回ずつ置換、PBTに 10
分 3回置換した。その後ブロッキングする。 
・Day2; ブロッキング溶液 (PBT、2mg/ml BSA、2% inactivated lamb serum) にて室温で 1時
間ブロッキングした。 
・Day2; Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments は、通常の WISH ではブロッキング溶液に対し
1/5000の濃度であったが、mature miR-21の検出は 1/2000の濃度で行った。 
・Day3; 常法の WISH は PBT, NTMT 洗浄は全て 5 分ずつであったが、これらを 10 分ずつ
で行った。 
 
g) Primary miR-21-1の WISH 
 手順は上記の通常の WISHと同様だが、以下の通り変更点がある。 
・Day1; ハイブリダイゼーション前に f)と同様、TEA solutionで 10分処理した。 
・Day1; ハイブリダイゼーションは 55℃で行った。 
・Day2; Ⅰ液、Ⅱ液での洗浄は 55℃で、Ⅲ液での洗浄は 70℃で行った。 





5. Section in situ hybridization 
a) 胚の前処理 
 任意のステージまで発生させた胚を PBS で洗浄後、4℃にて 4%PFA / PBSで一晩震盪固定
した。PBS洗浄後、コリオンをピンセットによって取り除き、30%、70%メタノール / PBS
に順次置換した。最終的に 100%メタノールで脱水し、－30℃で保存した。次に、100%エタ
ノールで 30分間×2回、キシレンで 30分間×2回置換し、最終的に 63℃で融解させたパラフ
ィンワックスに置換し、63℃のインキュベーター内で 30分間×2回置換した。その後、プラ
スティック製の容器にパラフィンワックスを流し込み、顕微鏡下で胚のオリエンテーショ




b) Day1 ハイブリダイゼーション 
翌日、切片をスライドグラスホルダー (以下、全て 150mlの容器内にて洗浄、反応させた)
に入れ、100%キシレンで 5 分間×3 回洗浄しパラフィンを溶かした。続いて 100%、90%、
70%エタノールで 5分間ずつ置換した。PBT で 2回洗浄した後、細胞膜に穴を開けるため、
10μg/ml Proteinase K/PBT溶液に 37℃、7分間浸した。PBT で 3回洗浄後、4% PFA/PBS 溶
液で 20分間、再固定した。その後 PBT で 4回洗浄し、切片をハイブリダイゼーション溶液 
(50%ホルムアミド、5×SSC (pH5.0)、 10μg/ml ヘパリン、50μg/ml tRNA、0.5% SDS) で 55℃、





c) Day2 抗体反応 
 ハイブリダイゼーション後、溶液Ⅰ (50%ホルムアミド、5×SSC(pH 5.0)、1%SDS)を用い
て、65℃で 30分間×2 回洗浄した。続いて、溶液Ⅰと TBST (140mM NaCl、25mM Tris-HCl (pH 
7.5)、2.7mM KCl、0.1%tween20) の 1:1混合液を用いて、65℃で 10分間洗浄し、室温の TBST
で 5分間×3回洗浄した。ブロッキング溶液 (2%BBR in MAB、20%heat inactivated sheep serum、
TBST) で 1時間ブロッキングした後、1/1000量の Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments を切片
に載せ、パラフィルムを被せて 4℃で一晩反応させた。 
 
d) Day3 発色反応 
4mMレバミゾール/TBST で 5 分間×3回洗浄した後、NTMT (100mM NaCl、100mM Tris- 
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HCl (pH9.5)、50mM MgCl2、0.1%Tween20) に置換した。10分後、発色液 (0.35mg/ml NBT 
(Roche)、0.18mg/ml BCIP (Roche) / NTMT) に浸し、暗所で 1~2 日発色させた。十分に発色し
てから 30分間×2回洗浄し、4%PFAで 20分間固定した。切片の上に PVA (ポリビニルアル
コール 1.2g、グリセロール 6g、0.2 M Tris-HCl (pH 8.5) 12ml、 DDW 6ml)で封入し、観察し
た。 
 
6. Immunohistochemistry  
a) 使用した抗体 
抗体名 入手先 希釈濃度 
pERK1/2 Cell Signaling Technology 1:100 
Dm-grasp Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB) 1:200 
GFP DSHB 1:500 




で 4℃一晩固定した (PCNA の検出は室温 1 時間固定)。その後 PBDT ( 1% BSA, 0.1% 
TritonX-100, 1% dimethylsulfoxide in PBS) で洗浄した。各抗体を PBDT に対し上記の濃度に
なるように調整し、サンプルを 4℃一晩処理した。その後、PBDT に対し、1/1000の二次抗
体 Alexa Fluor 488 (Invitrogen) 、1/1000の 4’,6-diamidino-2-phenylinodole (DAPI)（Sigma）の




サンプルの細胞数計測には ImageJ の cell counter プラグインを用いた。心筋の細胞数計測
には、心筋特異的にGFPを発現する hspGFF3A TGラインを用いた。心内皮の細胞数や PCNA
および Dm-grasp陽性細胞の計測には、fli1a:GFP TG ラインを用いた。結果には標準誤差を
示し、有意差検定には t検定を用いた (p<0.05)。 
 
7. Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
 約 20 個体のゼブラフィッシュ胚、10-15 個のゼブラフィッシュ胚の心臓、HUVECs (約
1×10
5個) をMULTI-BEADS SHOCKER (安井器械)で破砕した。破砕条件は 2000 rpm、15秒
である。トータル RNAは RNeasy Kit (QIAGEN) を用いて単離した。それぞれのサンプルは
miScript RT Kit (QIAGEN) によって cDNAへ逆転写された。qRT-PCRはmiScritp SYBR Green 
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PCR Kit (QIAGEN) で行い、PCR マシーンは CFX96 (Bio-Rad) を使用した。PCR サイクルは
95℃15分 1サイクルの後、95℃15秒→55℃30 秒→70℃30秒を 40サイクル行った。 
qRT-PCR に用いた primer 配列は以下の通り。成熟型 miR 検出の Reverse primer は miScritp 
SYBR Green PCR Kit 付属の Universal Reverse Primer を使用した。結果はいずれも mean fold 
changes ±s.e.m.で示した。 





pri-h-miR-21 TTTTGTTTTGCTTGGGAGGA AGCAGACAGTCAGGCAGGAT 
z-klf2a CACACAGGCGAGAAGCCCTA GAGATGGTCGGACCTGGAGA 
h-KLF2 CAAGACCTACACCAAGAGTTCG CATGTGCCGTTTCATGTGC 
z-egr1 TCAGACCTACTCCACCCAACG CCAGGCTGAACAGAGGCTCA 
z-spry2 AGCCTTGGGATGGTCAGGTG TTCCTATGCTCGGGCAGCTC 
z-ptenb GCAGAGTTGCACAGTATCCATTTGA TCACTCCCTTCTTGTCTCTGGTCC 
z-pdcd4a GGTCTATGAGGCTGTGGTTATGG CCCCTGTTCATCTGGTCCAA 
z-pdcd4b TCAGATGAGACGGGGCTTTG CTTACGGCCCCGACTAGGAC 
z-notch1b AATCCCCGTGCAGAAATGGT CACGTTGTTGGTGGGAGTGA 
z-has2 TGATTCAGACACCATGCTGGA ACCTCACGCTGCTCAGGAAG 
z-bmp4 CCTGGAGGAGCTGCAGTCAG GTTCGTCCTCTGGGATGCTG 















z-ef1α CTGTGGCAACAGGTGCAGTTCTA CGCAGGAAAGGAAAACAACTTGG 




 HUVECs の培養は 20% FBS (SAFC Biosciences)、10ng/mL basic fibroblast growth factor 
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(Austral Biologicals)、1% penicillin streptomysin (Invitrogen) を含むMedium199 (Invitrogen)で行
った。 
 
b) 流れ負荷実験  
 流れ負荷実験時には HUVECs はウシゼラチン (Sigma-Aldrich) でコートした 35-mm デ
ィッシュ (Iwaki) に播種された。細胞がコンフルエントになったら、培地を 0.5% FBS と 1% 
penicillin streptomysin を含むMedium 199 に交換し、さらに 2時間静置した。層流を負荷す
る時には、平行フローチャンバー、ローラーポンプ (HV-07523-80、Master Flex)、リザーバ
ーボトル 2 個、シリコンチューブを Fig.6a のように接続した。片方のリザーバーボトルか
らは 5% CO2を供給し、培地の pH を一定に維持した。往復流れ負荷では、フローチャンバ
ー、50mLシリンジ (Terumo) を搭載したシリンジポンプ (KDS270、KD Scientific)、リザー
バーカラスチューブ、シリコンチューブを Fig.8a のように接続した。いずれのシステムも、
恒温槽で 37℃に維持された。フローチャンバーは細胞培養デッシュ、ポリカーボネート I/O




 0.8%低融点アガロースゲルに fli1a:GFP/gata1:RFP TGゼブラフィッシュ胚を包埋し、2mM
アドレナリンで処理した。ハイスピードカメラ (EX-F1、CASIO) (30fps) を用いて、血流の
動画をアドレナリン処理前および処理後 45分で撮影した。血液の流速 (v) と血管径 (a) は
ImageJ ソフトウェアを用いて測定した (15個体)。流速は、RFP 陽性血球細胞の重心の 1フ
レーム間の移動距離から算出した。1個体あたり、3つの血球細胞の移動速度を平均し、流
速とした。平均血管径は、GFP でマークされた中大脳静脈の異なる 3 点の血管径を測って
平均したものである。せん断応力(τ)は τ=4μQ / πa3である。Q は体積流量で、この見積もり
において Q は v に等しいと想定した。また粘性係数(μ)はアドレナリン存在下でも変化しな
いと仮定した。それゆえ、アドレナリン処理後のせん断応力を τ45、処理前を τ0として、せ




ゼブラフィッシュ miR-21を発現するベクターの作成のため、ゼブラフィッシュ cDNA から
pre-miR-21-1の配列を PCR でクローニングし、pT2KXIGΔinベクターに挿入した。Tol2トラ




11. Luciferase assay 
HEK293T 細胞に、ゼブラフィッシュ miR-21 の標的配列をもつ psi-Check2ベクターと、 
miR-21 / GFP 発現ベクター (pT2KXIGΔin-miR-21 / GFP)をトランスフェクションした。
miRNA dual luciferase assayに Dual luciferase assayキット (PROMEGA) を用いた。 
 
<第２部> 
1. miR-21 KOマウスの作出およびマウスの維持・管理 
miR-21 KO マウスの作成は理研 CDB 変異マウス開発ユニットに委託した。標準的な相同
組換え技術によるマウス ES 細胞での miR-21遺伝子の破壊を行った。miR-21 KO ESを受精
卵にインジェクションして miR-21 KO (miR-21 flox) キメラマウスを得た。そして、miR-21 
floxマウスと CAG-Cre マウスを交配させ、全身で miR-21を欠失したマウスを作出した。尻
尾から抽出したゲノム DNA を鋳型にした PCR で miR-21の遺伝型を判定した。その際に用
いたプライマー配列は以下の通りである。 
Forward  5’- TGGAAGCTTACTTCTCTG -3’ 
Reverse  5’- AAGGTGGGAATTCTGATG -3’ 
 
2. マウス皮膚損傷モデル 
皮膚損傷に用いたマウスは 8~12週齢である。マウスを 40mg/mLのアバチン腹腔注射 (体重
1g 当り 4-5mg)で麻酔後、除毛クリームで背部の毛を取り除いた。蒸留水で背部を洗浄、エ
タノールで消毒した。サージカルマーキングペンで皮膚に印をつけ、アルコール滅菌した
ハサミで 1 cmの全層切り込み損傷を 2か所に与えた。その後、傷の縫合はせず通常条件で
飼育した。皮膚サンプル回収はマウスを二酸化炭素で安楽死させてから行った。損傷部を
ハサミで丁寧に切り出し、二枚のろ紙の間に皮膚をはさんでホッチキスで留め、4% PFA/PBS
で 4℃一晩固定した。qRT-PCR の際には、サンプル固定前に損傷部の一部を 1.5mm バイオ
プシーパンチで採取した。 
 
3. Section in situ hybridization 
a) プローブの合成 
 PPARαのプローブは第１部と同様の方法で合成した。miR-21のプローブは EXIQON社の
DIG 修飾 LNA プローブ (マウス、ヒト) を購入して使用した。 
 
b) サンプルの前処理 
 4%PFA で固定したサンプルを PBSで洗浄後、適切な大きさに皮膚サンプルをトリミング
した。その後、30%エタノール / PBS 15 分、70%エタノール / PBS 15 分、100% エタノー
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ル 1時間を 3回と順番に置換した。続けてキシレンで 30分 3回置換、65℃のパラフィンに




c) Day1 ハイブリダイゼーション 
 基本的には第 1部の手法と同様である。パラフィンを除去、再水和させ、ProK処理、4% 
PFA固定、PBSTによる洗浄、プレハイブリダイゼーションを順に行う。ハイブリダイゼー





d) Day2 洗浄と抗体反応 
 miR-21の検出と PPARα の検出とは手法が少し異なるので各々順に記す。 
・miR-21：ハイブリダイゼーション後、46℃において 5×SSC(pH5.0)で 5 分 1 回、1×SSC で
5 分 2 回、0.2×SSC で 5分 3 回洗浄した。その後室温まで冷やし、室温の TBST で 5 分間 3
回洗浄した。そしてブロッキング溶液 (2%BBR in MAB、20%heat inactivated sheep serum、
TBST)で 1時間ブロッキングした後、1/1500量の Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmentsを切片に
載せ、パラフィルムを被せて 4℃で一晩反応させた。 
・PPARα：第１部の section hybridization の項と同様の方法。ただし SSC による洗浄は 47℃
にて行った。 
 
e) Day3 発色反応 
 第１部と同様の方法である。対比染色には Nuclear Fast Red (VECTOR) を用いた。切片を






切片をスライドグラスホルダー (以下、全て 150ml の容器内にて洗浄、反応させた)に入
れ、100%キシレンで 5分間×3回洗浄しパラフィンを溶かした。続いて 100%、90%、70%エ
タノールで 5分間ずつ置換した。H2O で 2回洗浄し、3% H2O2 / PBSで 30分処理し、内在
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性 Peroxidaseを失活させた。PBSで 2回洗浄した後、抗原賦活化のため、10μg/ml Proteinase 
K/PBS 溶液に 37℃、5分間浸した。PBSで 3回洗浄後、4% PFA/PBS 溶液で 10分間、再固
定した。PBT で 4回洗浄し 3% BSA / PBT で室温 60分ブロッキングした。PBT に 1:500の
濃度で一次抗体の抗 Pan-Cytokeratin 抗体 (Dako) を希釈し、4℃一晩処理した。その後、PBT
で抗体を洗浄し、二次抗体の抗ウサギ IgG-HRP linked 抗体 (Santa Cruz) (PBT で 1:250倍希
釈) で室温 90分間処理した。抗体を水洗後、DAB PEROXIDASE SUBSTRATE KIT (VECTOR) 
を用いて発色反応させた。対比染色にはヘマトキシリン (Wako) を使用した。切片を 40秒






トクレーブした。室温まで冷やした後、PBS で 2回洗浄した。その後は Mouse on Mouseキ
ット (M.O.Mキット) (VECTOR)の添付プロトコルに従って染色した。キット付属のブロッ
キング溶液にて室温 1時間ブロッキングし、PBSで 2分×2回洗浄。M.O.M Diluentで 5分処
理し、抗 α-smooth muscle actin 抗体 (SIGMA) (M.O.M Diluentにて 1:2000倍希釈) を 30分室
温で処理した。PBS で 2 分×2 回洗浄のあと、キット付属のビオチン化抗マウス IgG 抗体 
(M.O.M Diluentにて 1:250倍希釈) で室温 10分処理した。PBSで 2分×2 回洗浄し、キット
付属の ABC 液で 5 分処理した。切片を水洗し、DAB PEROXIDASE SUBSTRATE KIT 
(VECTOR) を用いて発色反応させた。対比染色にはヘマトキシリン (Wako) を使用した。




Masson's Trichrome Staining は SIGMAの Trichrome Stain (Masson) Kit、Picosirius red stain
は Polysciences, Inc. の Picosirius Red Stain Kit 、好酸球とマスト細胞の染色は




傷の面積や幅の計測には ImageJソフトを用いた。炎症細胞のカウントにも同ソフトの cell 




6. Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
 第 1 部と同様、採取した皮膚サンプルを凍結破砕、RNA 単離、cDNA 合成を行った。
qRT-PCR も同様で、miScritp SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) を使用し、PCR マシーンは
CFX96 (Bio-Rad) を使用した。PCR サイクルは 95℃15分 1サイクルの後、95℃15秒→55℃
30 秒→70℃30 秒を 40 サイクル行った。プライマー配列は以下の通り。成熟型 miR 検出の
Reverse primerは miScritp SYBR Green PCR Kit付属の Universal Reverse Primer を使用した。
結果はいずれも mean fold changes ±s.e.m.で示した。 
gene forward (5'→3') reverse(5'→3') 
m-miR-21 TAGCTTATCAGACTGATGTTGA   
m-αSma AGCCATCTTTCATTGGGATGG CCTTCTGCATCCTGTCAGCAA 
m-Col Iα1 AAGGGCCTAAGGGTGAAAAT ACCAGGGAAGCCAGTCATAC 
m-Fn1 TGTGACAACTGCCGTAGACCTG CAATGGGGCAATTTACGTTAGTG 
m-Tbp CCCCACAACTCTTCCATTCT GCAGGAGTGATAGGGGTCAT 
 
7. DNA microarray 
 qRT-PCR と同様の方法で、採取した皮膚サンプルを凍結破砕、RNeasy Kit を用いてトー
タル RNAを回収した。GeneticLab に委託し、Affymetrix Gene Chipによる Microarray解析を
行った。Gene Ontology解析、Pathway解析は東北大学情報科学研究科 木下賢吾教授の助言
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 東北大学の短期共同研究留学生受入プログラム (COLABS) により、ドイツのハイデルベ
ルグ大学から一年間当研究室の研究に参加してくれた Janin Grajcarek さんには、ゼブラフィ
ッシュと miR-21の論文投稿にあたり、膨大なリバイス実験に共に立ち向かってくれました。 
 神経機能制御分野の小椋利彦教授には実験手法、実験結果の解釈、研究の進め方まであ
らゆることを御指導頂きました。特に、分野を越えて常に新しい視点を研究に取り入れよ
うとする先生の研究哲学は、今後の私の研究人生に活かしていきたいと思います。さらに、
非常に恵まれた研究環境で自由に実験を行い、海外学会への参加の機会も多く与えて頂き
ました。世界トップレベルの研究者とのディスカッションを通して、研究の感性を練磨す
ることができました。木田泰之助教 (現 産業技術総合研究所幹細胞工学研究センター)には、
今の研究テーマを与えて下さると共に、学部 4年生時の半年間、本当に短い期間でしたが、
実験の基礎を叩き込んで頂きました。アメリカに留学してからも海の向こうから御助言頂
きました。宮坂恒太助教には私のために多くの時間を実験指導、ディスカッションに費や
して下さり、楽しくそして有意義な研究生活を送ることができました。この場をお借りし
て深く感謝申し上げます。 
 最後に、遠くから長いあいだ陰日向から支えてくれた家族に感謝申し上げます。 
 
 
